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(S) Verfahren zur Pasteurisiening von Plasma oder von Konzentraten der Blutgerfnniingsfaktoren II, VII, IX, und X. 

@ Es wird ein Verfahren zur Herstellung einer von aktiven 
Viren praktisch freien Priparation der Blutgerinnungsfakto- 
ren II. VII. IX und X beschrieben, worin eine solche Fsktoren 
enthaltende wSssrige Russigkeit in Gegenwart von Calciu- 
mionen und einem Chelat-Bildner und gegebenenfalls einer 
AminosSure, einem Saccharid oder Zuckeralkohol, von 
Antithrombin III und/oder Heparin enArart wird. 

Eine solche Preparation kann zur Behandlung von 
Blutgerinnungsstorungen verwendet werden. 
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BEHRINGKERKE AKTIENGESELLSCHAFT 83/B 018 

Dr. Ha/ga 

Verf ahren zur Pasteurisjierung von Plasma oder von Kon- 
zontraten der Bl utgerinnungsf aktoren II, vii, ix und X 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
einer von aktiven Viren praktisch freien Plasma-Prapa ra- 
tion Oder cines von solchen Viren praktisch freien Kon- 
zentrates der Blutgerinnungsf aktoren II, vil, ix und X 
durch Erwarmen in Gegenwart von Stabilisatoren sowie 
eins danach hergestellte Praparation dieser Paktoren. 
Solche Praparationen konnen zur Behandlung von Blutge- 
rinnungsstorungen verwendet werden. 



Die Blutgerinnung ist ein komplexer, in Stufen ablaufen- 
der Vorgang, der durch verschiedene physiologische wie 
pathologische Ursachen ausgclost v/ird, und.dessen Ablauf 
von etwa 20 fordernden oder heinmenden Paktoren abhangt. 
15 Durch Verminderang oder Veriaehruug dieser Blutgerinnungs- 
f aktoren treten Storungen der Blutgerinnung auf , die 
sich teilweise als Krankheiten manif estieren. 

Konzentrate der Paktoren ll, vil, ix und X sind fur die 
20 Behandlung verschiedener angeborener oder erworbener 

Storungen der Synthese dieser Paktoren geeignet. Die Be- 
handlung von Patienten init Konzentraten dieser Paktoren 
war bisher itiit dein Risiko einer Virus ubertragung und 
speziell einer Hepatitis verbunden. 



Albumin gilt als hepatitissicher , wenn es in wassriger 
Losung und in Gegenv^art von Stabilisatoren auf eCc er- 
hitzt vird (Gellis, S. S. et al., J. clin. invest. 
(IS 48) 27, 239). Es ist deshalb anzunehmen, daB ein in 
Gegenwart geeigneter Stabilisatoren erhitztes Kcnzentrat 
der Paktoren II, vil, IX und X ebenfalls hepatitissicher 



ist 
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In der deutschen Of f enlegungsschrift 29 16 711 ist ein 
Verfahren zur Stabilisierung anderer Gerinnungsfaktoren 
in wassriger Losung gegen Warme durch Zusatz einer Ami- 
nosaure und eines Mono-oder Oligosaccharids oder Zucker- 
5 alcohols beschrieben. 

Doch kann auf diese Weise nicht verhindert werden, daB 
die Faktoren II, VII , IX uiid X beim Erv^armen zum grofien 
Teil inaktiviert v/erden. Daher war die Beobachtung ein 

10 Fortschritt, daB die Faktoren II und VII durch Chelat- 
Bildner (DE 30 43 857 Al) und die Faktoren IX und X 
durch Calcium (DE 30 45 153 Al) vor einer therraischen 
Inaktivierung in wassriger Losung geschStzt werden. 
Beide Verfahren erlaubten jedoch nicht die Herstellung 

15 einer Praparation aller vier Faktoren in einem Arbeits- 
prozeB, wie sie wunschenswert ist, da alle vier Faktoren 
bei Vitamin K-Mangel oder unter der Therapie mit oralen 
Anitkoagulantien versiindert sind und daher gleichzeitig 
substituiert werden mussen. 

20 

Es bestand denmach die Aufgabe, ein Verfahren zur Stabi- 
lisierung einer die Faktoren II, VII, IX und X enthal- 
tenden wassrigen Losung gegen thermische Inaktivierung 
zu finden. 

25 

Oberraschend wurde nun gefunden, dafl eine alle vier Fak- 
toren II, VII, IX und X enthaltende wassrige Losung 
durch Zusatz von Calciumionen und eines Chelat-Bildners 
gegen die nachteiligen Folgen einer Warmebehandlung ge- 

30 schutzt werden kann. Gegebenenf alls konnen Antithrombin 
III (AT) und Heparin zugesetzt werden, um eine Aktivie- 
rung der Faktoren II und VII zu verhindern. 
Dairiit waren die Voraussetzungen geschaffen, diese vier 
Faktoren frei von aktiven Viren in einem Arbeitsgang mit 

35 hoher Reinheit und Ausbeute herzustellen. 
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Der Chelat-Bildner wird zusatzlich zu dem bereits vor- 
handenen Citrat zugesetzt. 

Es iiberrascht, daB eine Mischung von Calciumionen und 
5 Chelat-Bildner den angestrebten Schutz aller Faktoren 
II, VII, IX und X gegen einen Aktivitatsverlust durch 
Erwarmen bewirkt, obwohl nach DE 30 43 857 ein Chelat- 
Bildner fur den Schutz der Faktoren II und VII zweck- 
inafiig ist, wahrend zum gleichen Zweok fur die Faktoren 

10 IX und X Calciumionen gebraucht v;erden (DE 30 45 153), 
und Chelat-Bildner auch mit Calcivimionen Komplexe 
bilden. Je nachdem, ob der Chelat-Bildner oder die Cal- 
ciumionen im OberschuB vorliegen, sollten deshalb je- 
weils nur die beiden entsprechenden Faktoren gegen einen 

15 Warmeabbau geschutzt sein und nicht alle vier. 

Gegenstand der Erf indung ist daher ein Verfahren zur 
Herstellung einer praktisch virusfreien und hepatitis- 
sicheren Praparation der Blutgerinnungsf aktoren II, VII, 

20 IX und X durch Erwarmen einer wassrigen Losung, gegebe- 
nenfalls in Gegenwart einer Aminosaure und/oder eines 
Saccharids oder Zuckeralkohols, dadurch gekennzeichnet, 
daB in Gegenwart von Calciumionen und einem Chelat- 
Bildner und gegebenenfalls von Antithrombin III und/oder 

25 Heparin erwarmt wird. 

Eine solche LSsung kann eine diese Faktoren enthaltende 
Losung oder ein diese enthaltendes Konzentrat, aber auch 
•plasma oder eine Plasma-oder Placentaf raktion sein. 

30 



Die optimale Konzentration von Calciumionen liegt im Be- 
reich von 1-50 mmol/1, vorzugsweise 25 - 50 nmiol/l. 

35 Geeignete Calciumionen liefernde Salze sind beispiels- 
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weisG das Chlorid,^ Acetat oder Nitrat sov;ie alle v^asser- 
loslichen Calcium-Sal ze von Zuckersauren v;ie Gluconsaure 
Oder Lactonsaurc, Bevorzugt werden das Chlorid und das 
Acetat verwendet. 

Geeignete Chelat-Bildner sind baispielsweise: Ethylen- 
diamino-tetraessigsaure (EDTA) r Ethylenglycol-bis- (2- 
aminoethylether)-tetraessigsaure (EGTA) , Diaminocj'cio- 
hexan-tetraessigsaure (CDTA) / Diaminopropan-tetraessig- 
saure oder Nitrilotriessigsaure und besonders deren 
losliche Alkali-Sal ze. 

Bevorzugt werden aliphatische Aza-tri-oder- tetra-Carbon- 
sauren mit 6-20 Kohlenstof f atomen und 1 oder 2 Stick- 
stoffatomen und deren losliche Alkalisalze tind beson- 
ders die Natriumsalze von Ethylendiaminotetraessigsaure 
(EDTA) Oder Ethylenglycol-bis- ( 2-amino-ethylether ) - 
tetraessigsaure (EGTA) verwendet. Die optiinale Kon- 
zentration der Chelat-Bildner ist 1 bis 20 mmol/l und 
vorzugsweise 5 mmol/l. 

Als besonders geeignet haben sich Mischungen von 25 
lamol/l Calcium mit 5 mmol/l EDTA erv/iesen. 

Antithrombin III v/ird in einer Konzsntration von 0,05 - 
2 E/mlf bezogen auf die Aktivitat von 1 ml Citratmisch- 
plasma (1 E) , eingesetzt und zusaitmien mit Heparin in 
Konzentrationen von 0,5 - 20 USP-E/ml, bevorzugt 0,2 E 
Antithrombin III mit 2 USP-E Heparin. 

In Anwesenheit einer Mischung von Calciumionen und einem 
Chelat-Bildner und gegebenenf alls des Antithrombin III- 
Eeparin-KomplexGS kann die v/assrige Losung der Gerin- 
nungsf aktoren so lange erhitzt werden, daB eine 
Obertragung von Viren und speziell Hepatitis-Erregcrn 
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nach dem Stand des heutigen Wissens praktisch auszu- 
schliefien ist. Dies gilt vor allem, wenn die Pasteuri- 
sierung mit Adsorptions-und Fallungsverf ahren kombiniert 
wird, bei denen der Wirkstoff im IJberstand bleibt und 
5 die Hepatitisviren zusammen mit dem unloslichen Nieder- 
schlag abgetrennt werden konnen. Eine Praparation, die 
mindestens 10 Stunden bei etwa 60®C in wassriger Losung 
gehalten v/urde, gilt heute als praktisch hepatitissicher 
insbesondere wenn von humaner Gevjebef liissigkeit ausge- 
10 gangen v;ird, in der nach einem Test der dritten Genera- 
tion Hepatitisviren nicht nachge^^iesen v/erden konnen - 

Eine besonders bevorzugte Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
ist dadurch gekennzeichnet , dafl eine alle vier Faktoren 

15 enthaltende Losung ^ vorzugsweise Plasma oder eine 

Plasma-oder Plazentaf raktion, mit 0^2-2 E/ml Anti- 
thrombin III, 2-20 USP-E/ml Heparin, 25 - 50 mraol/1 
Calciumionen und 1-20 mmol/1 EDTA, 1-3 mol/1 min- 
destens einer der Aminosauren Glycin; alpha-oder beta- 

20 Alanin, Lysin, Leucin, Valin, Asparagin, Serin, Hydroxy- 
prolin, Prolinr Glutamin, alpha-, beta- oder gamma- 
Ami nobuttersaure, vorzugsweise aber Glycin und 20 bis 60 
g/100 g Losung eines Mono-oder Oligosaccharids oder 
Zuckeralkohols, vorzugsweise 1 bis 3 mol/1 Glycin und 20 

25 bis 60 g/ 100 g Losung Saccharose, versetzt, auf eine 
Temperatur von 30**C bis 100**C, vorzugsv/eise 60^*0 bis 
100 °C, erhitzt und 1 Minute bis 48 Stunden, vorzugsweise 
8-12 Stunden, bei dieser Temperatur gehalten wird, 
wobei die ktirzeste Zeit der hochsten Temperatur zuzuord- 

30 nen ist und umgekehrt. 



Es wird ein pH-Wert von 6 bis 8 eingehalten. Auf diese 
Weise wird eine praktisch virusfreie Praparation der 
Faktoren II, VII, IX und X erhalten. 
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Abhangig von der Loslichkeit des Calciumsalzes,. der ?^mi- 
nosSure oder des Kohlenhydrates konnen die entsprechen- 
den Konzentrationen von 0,3 und 3,0 mol/l und 60 g/100 g 
zu hoheren Konzentrationen erv;eitert werden, \7enn das 
5 Calciumsalz, die Aminosaure oder das Kohlenhydrat bei 
der gewiinschten Temperatur eine entsprechend hohere Los- 
lichkeit aufweisen. Die Temperaturbehandlung kann auch 
in mehreren aufeinanderf olgenden Schritten durchgefuhrt 
V7erden, 

10 

Mit der bevorzugt verwendeten Kombination von Antithrom- 
bin III, Heparin, Calciumchlorid und EDTA mit Glycin und 
Saccharose wird durch Erhitzen ein hepatitissicheres 
Praparat erzielt. 

15 

Urn zu einem Virus-freien Plasina zu kommen, das die Pak- 
toren II, VII, IX und X in nativer und aktiver Form ent- 
halt, wird das Plasma mit der Mischung eines 
Chelatbildners, vorzugsv;eise EDTA und Calciumionenj vor- 
20 zugsweise in solchen Mengen, daB diese in den Konzentra- 
tionen von 5 mmol/1 EDTA und 25 mmol/1 Calciumchlorid 
vorliegen, versetzt und in einer Saccharose (60 g/100 g) 
-Glycin (2 mol/l)--Mischung auf 60*^C er\7ariRt und 10 Stun- 
den bei dieser Temperatur gehalten. 

25 

Um zu einem nativen und aktiven Konzentrat der Faktoren 
II, VII, IX und X zu kcmmen, v^ird die Plasma- oder Pla- 
centaf raktion, zv;eckmafiigerv7eise eine Fraktion, in der 
die zu stabilisierenden Faktoren angereichert sind, mit 
30 einer Mischung eines Chelatbildners, vorzugsweise EDTA 
und Calciumionen, vorzugsweise in den Konzentrationsver- 
haltnissen von 5 mmol/l EDTA und 25 mmol/1 Calciumchlo- 
rid, versetzt. Nach Zugabe von Antithrombin III, vor- 
zugsv7eise 0,2 E/ml und Heparin, vorzugsweise 2 USPE/ml, 

35 wird in einer Saccharose (60 g/100 g)-Glycin (2 mol/D- 
Mischunq auf 60°C erwarmt und 10 H bei dicsor Temperatur 
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gehalten. 

Eine solche Fraktion erhalt man beispielsweise nach dem 
Verfahren von Soulier et al., Thrombosis Diath.llaemorrh* 
Suppl. 35, 61 (1969). Dazu adsorbiert man Plasma, das 
5 aus einem mit 0,^01 mol/1 EDTA anticoaguliertem Blut ge- 
wonnen wurde, an Calciumphosphat und zentrif ugiert ab. 
Pabei v^erden die Faktoren quantitativ an das Adsorbens 

gebunden und konnen durch mehrf aches Eluieren mit 0,2 
mol/1 Tri"KatriuRicitrat gev:onnen V7erden. Die vereinigten 
10 Eluate werden durch kombinierte Alkohol-und Essigsaure- 

f allunvjen bei Temperaturen von -S^'C bis +4**C weiter ge- 

reinigt. Dabei v/erden die Faktoren gleichzeitig konsen- 

triert. 

15 l-5an nimmt das Konzentrat in einem geeigneten Puffer, 

vorteilhaft Kochsalz/Ratriumcitrat mit 0,06 bzw. 0,02 
mol/1 und pH 7,5 auf. 

Die Ruckgevjinnung und Rsinigung der Gerinnungsf aktoren 
20 aus der erhitzten Losung kann durch Fallen mit lUnmoniuni- 
sulfat bei 30-45 % Sattigung, Adsoi'bieren des (Jber- ^ 
standes an 0,4 bis 1 g/100 ml Calciumphosphat und Elu- 
ieren erreicht v/erden. 

25 Die Kontrollc der MaSnahmen zur Anreicherung und Reini- 
gung der Faktoren II, VII, IX und X sind dem Fachmann 
durch die Kenntnis von Bestimmungsmethoden fiir die be- 
treffenden Substanxen gelaufig. Unter Verv?endung dieser 
Kontrollmethoden konnen die Verf ahrensbedingungen unter 

30 dem Gesichtspunkt einer befriedigenden Ausbeute und 

einer befriedigenden Reinheit des Produfctes gelenkt v/er- 
■ den. 

Der Faktor II kann zum Beispiel nach der 
35 Methode von Koller- F. et al., Dtsch. med. V?schr. 81, 
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516 (1956) ,b3sli'nnt wertfen. Dazu werden ein Teil, beispiels- 
weise 0,1 nil Faktor II-Mangelplasina, und ein Teil ver- 
diinntes Normalplasma vermischt. Dicse Mischung wird 30 
Sekunden bei +37 "^C gehalten. Danach setzt man zwei Teile 
5 calciumhaltiges Thromboplastin, beispielsweise herge- 
stellt nach der deutschen Patentschrif t 23 56 493 r 
und bestiramt die Zeit, die bis zum Auftreten eines Ge- 
rinnscls verstreicht. Zur quantitativen Aussage wird die 
aus der Faktor II enthaltenden Losung sich ergebende Ge- 
10 rinnungszeit unter Bezugnahme auf eine mit einer Normal- 
plasma-Verdunnungsreihe erzielten Eichkurve abgelesen. 

Eine Einheit Faktor II entspricht der Faktor II-Aktivi- 
tat von 1 ml l^ormalplasma* 

15 

Der Faktor VII kann zum Beispiel nach der Methode von 
Roller, F. et al., Acta haemat. 6, 1 (1951), bestimmt 
v/erden. Dazu werden ein Teil, beispielsweise 0,1 ml Fak- 
tor VII-Mangelplasma und ein Teil verdunntes Normal- 

20 plasma vermischt. Diese Mischung \rxrd 30 Sekunden bei 
+37 ""C gehalten, Danach setzt man zwei Teile calciumhal- 
tiges Thromboplastin, beispielsweise hergestellt nach 
der deutschen Patentschrif t 23 56 493, zu und bestimait 
die Zeit, die bis zum Auftreten eines Gerinnsels ver- 

25 streicht. Zur quantitativen Aussage wird die aus der 
Faktor VII enthaltenden Losung sich ergebende Gerin- 
nungszeit unter Bezugnahme auf eine mit einer Normal- 
plasma -Verdunnungsreihe erzielten Eichkurve abgelesen. 

30 Eine Einheit Faktor VII entspricht der Faktor VII-Akti- 
vitat von 1 ml Normalplasma. 

Die BestiiPJmung des Faktors IX erfolgt beispielsweise 
nach folgendem Verfahren: 
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1 Teil, beispielsweise 0,1 ml partielles Thromboplastin, 
zvm Beispiel hergestellt nach der DE-AS 23 16 430, wird 
mit einem Teil Faktor IX-Mangelplasma und einem Teil 
verdiinntem Normalplasma vermischt. Diese Mischung v/ird 6 
Minuten bei Sl^C gehalten. Nach Zusatz von einem Teil 
einer auf 37**C vorgev:armten 0,025 molaren Calciumchlo- 
rid-Losung wird die Zeit bestimmt, die vom Zusatz der 
Calciumchlorid-Losung bis zum Auftreten eines Gerinnsels 
verstreicht. Zur quantitativen Aussage wird die aus der 
Faktor IX enthaltenden LoGung sich ergebende Gerinnungs- 
zeit unter Bezugnahme auf eine mit einer Wormalplasma- 
Verdiinnungsreihe erzielten Eichkurve abgelesen. 

1 Internationale Einheit 1 IE) Faktor IX entspricht 
der Faktor IX-Aktivitat von 1 ml Normalplasma. 

Der Faktor X kann beispielsweise nach der Methode von 
Duckert et al». Blood Coagulation, Hemorrhage and Throm- 
bosis, Ed. Tocantins, L. M. and Kazal, L. A. (1964), be- 
stimmt V7erden. Dazu werden ein Teil, zum Beispiel 0,1 ml 
Faktor X-Hangelplasma und 1 Teil verdiinntes Normalplasma 
vermischt. Diese Mischung wird 30 Sekunden bei +37 ""C ge- 
halten, Danach cetzt man zwei Telle calciumhaltiges 
Thromboplastin, beispielsweise hergestellt nach der DE- 
PS 23 56 493, zu und bestimmt die Zeit, die bis sum Auf- 
treten eines Gerinnsels verstreicht. Zur quantitativen 
Aussage wird die aus der Faktor X enthaltenden Losung 
sich ergebende Gerinnungszeit unter Bezugnahme auf eine 
mit einer Normalplasma-Verdunnungsreihe erzielten Eich- 
kurve abgelesen. Eine Einheit Faktor X entspricht der 
Faktor X-Aktivitat von 1 ml Normalplasma. 

Zur Abtotung der Hepatitisviren werden der Losung Cal- 
ciumionen, EDTA, Glycin und Saccharose und gegebenen- 
falls Antithrombin III und Heparin zugesetzt und er- 
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hitzt. 

Nach Pasteurisierung (10 Stunden, GO^C) von liumanplasraa 
nach Zusatz von Saccharose (60 g/100 g) und Glycin (2 
5 mol/l) und in Gegenwart von 25 mmol/1 Calciumchlorid so- 
wie 5 mmol/1 EDTA wurden folgende Aktivitaten, bezogen 
auf das eingesetzte Plasma, gefunden: F II 90 %r F VII 
85 %, F IX 83 %r F X 80 %. 

10 Der EinfluU der verschiedenen Stabilisatoren auf die 
Erhaltung der Aktivitat der einzelnen Prothrcinbinf ak- 
toren in einer Plasma-oder Placentaf raktion beim Er- 
hitzen ist der Tabelle I zu entnehmen. Die Pasteuri- 
sierung mit Saccharose und Glycin allein ergibt eine 

15 schlechte F IX-Ausbeute. Das ist jedoch sehr nachtei- 
lig, da das Prothrombin-Konzentrat vorwiegend fiir die 
Therapie der Hamophilie B eingesetzt wird. Die zusatz- 
liche Verwendung von Calciumionen ohne Chelatbildner in 
der Konzentratioi^ von 6,25 mmol/1 fuhrt zu einer Akti- 

20 vierung von F VII und F IX und vermindert auch die Aus- 
beuten an F II und F X. Eine solche Praparation ware 
wegen eines moglichen Thromboserisikos fur die Anwen- 
dung am Menschen nicht geeignet. Bei der Verwendung von 
EDTA ohne Calciumionen in der Konzentration von 5 

25 mmol/1 neben Saccharose und Glycin werden bei guten F 
II und F VII Ausbeuten schlechte F IX und F X Ausbeuten 
erzielt. Allein mit Antithrombin III, Heparin, Saccha- 
rose und Glycin lassen sich die Prothrombinf aktoren 
nicht stabilisieren. 

30 

Das "beste Ergebnis ergibt die Kombination von Calcium- 
ionen mit EDTA bei Zusatz von Antithrombin III und He- 
parin mit Saccharose und Glycin. Unter diesen 
Bedingungen liegen die Ausbeuten fiir alle vier Faktoren 
35 in der Grofienordnung von etwa 80 % und die Praparation 
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ist auch frei von aktivierten Faktoren und Thrombin. 



Die Konzentrationen an Gerinnungsf aktoren in einer wass- 
rigen Losung, mit der das beschriebene Verfahren ausge- 
fuhrt werden kann, liegen besdnders in den fclger.den 
Bereichen: 

Faktor II 0.3 bis 50 E/ml 
Faktor VII 0.3 bis 30 E/ml 
Faktor IX 0.5 bis 60 E/ml 
Faktor X 0.4 bis 60 E/ml. 

Besonders bevorzugt sind die Bereiche 0.5 bis 25, 0.5 
bis 15, 0.7 bis 30 und 0.6 bis 30 fur die Faktoren II, 
VII, IX beziehungsweise X. 

Als Konzentrat wird ublicherweise eine Losung bazeich- 
net, die Wirkstoffe - also im vorliegsnden Fall Gerin- 
nungsf aktoren - in hoberer Konzentration enthalt als die 
natiirlichen Ausgangsmaterialien. 
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Fiir die Weiterreinigung kann die erhitzte Losung gegebe- 
nenfalls zentrif ugiert werden. Verunreinigungen konnen 
durch 7»usfallung mit Aramoniumsulf at und 30 - 45 % Satti- 
gung entfernt v/erdan* 

5 

Der Oberstand kann dann an 0,04 bis 1,0 g Calcivunphos- 
phat pro 100 ml Losung adsorbiert, das beladene Adsor- 
bens gev:aschen, mit Citratpuffer eluiert vind das Eluat 
dialysiert werden. 

10 

Fiir die Anwendung am Menschen kann das Produkt einer 
Sterilf iltration unterworfen werden. 

Eine nach diesem Verfahren erhaltliche, von aktiven 
15 Viren freie Faktor II, VII, IX und X-Praparation stellt 
im bssonderen den Gegenstand der Erfindung dar. 

Zur Erhohung der Lagers tabili tat ist es zv^eckmaSig, der 
Praparation Protein -stabilisierende Substanzen, bei- 

20 spielsv/eise Proteine, Aminosauren oder Kohlenhydrate, 
2U2Usetzen, Schliefilich kann das dieser Behandlung 
unterzogene Praparat in gef riergetrockneter Form zur 
Verfugung gestellt v;erden, v.'obei der Zusatz von Antikc- 
agulantien, V7ie beispielsweise Heparin, vorteilhaft sein 

25 kann. 

Das erf indungsgemaSe Produkt, speziell in Form eines 
Konzentrates, ist, in einer fiir die pharmazeutische Ver- 
abreichung geeigneten Losung, ein Arzneimittel fiir die 
30 Behandlung von Koagulopathien und kann intravenos, vor- 
teilhaft als Infusion, zur Therapie und Prophylaxe von 
durch Faktoren-Mangel bedingten Blutungen eingesetzt 
werden. 

35 In Form eines lyophilisierten, gerinnungsaktiven Plasmas 
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deckt das pasteurisierte Produkt die Indikationen von 
fresh-frozen-plasma ab, z. B. beim Auffullen des Blut- 
volumens, Auf recbterhaltung des onkotischen Drucks, 
Blutverlust nach groBen Operationen und Unf alien sov,xe 
die Behandlung der verschiedenen Formen des Schocks und 
die Erstversorgung von Polytraumatisierten. 

Die Erf indung soli an den nachstehenden Beispielen er- 
lautert werdeu. 

Bei s piel 1 

1000 ml Butr.an-Citratplasma vurden unter Ruhren auf 25 - 
30»C erwarmt und mi t 20 ml einer Losung, die 1,86 g EDTA 
enthielt und mit 2 n NaOH auf pH 7,8 eingestellt «orden 
war, versetzt. 10 min spater wurden in die auf 30»C er 
warmte Losung 1000 g Saccharose langsam eingeruhrt. Nach 
Losen der Saccharose wurden 150 g kristallines Glycxn 
langsam und unter Ruhren zugegeben; nachdem sich das 
) vollstandig gelost hatte, wurden 25 ml 1 molarer CaClz- 
Losung zugegeben und die Losung mit 2 N NaOH auf pH 7,2 
eingestellt. Die durch die Stabilisatoren auf 1,7 1 ver- 
mehrte Losung wurde im Wasserbad 10 Stunden auf 60 C er- 
hitzt und war auch nach dem Erhitzen klar. 

5 

Entfernung der Stabilisatoren: 

Uach dem Erkalten der pasteurisierten Losung xvurde dies 
•fibe- einen 3,0 und 1,2 n Sartorius-Membran-Filter klar- 
50 filtriert; dann wurde die Losung mit einem Citrat-NaCl- 
Puffer (0,01 mol/1 Tri-NaCitrat pH 7,5; 0,06 mol/1 NaCl) 
auf 5 1 verdiinnt und auf einem Ultraf ilter unter gleich- 
zeitigem Konzentrieren 3mal gegen 5 1 eines Puffers der 
gloichen Zusammensetzung dialysiert und auf 1000 ml ken- 
35 zentriert. 
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Nach Erreichen des Plasma-Ausgangsvolumens von 1000 ml 
wurde die klare Losung uber Sartorius-Meinbran-Filter 
klar- und sterilf iltriert, in 50 ml-Volumina abgefiillt 
und lyophilisiert. In den, mit 50 h.1 destilliertem Wasser 
rekonstituierten Trockengut wurden folgende Aktivitaten, 
bezogen auf ein Standard-Human-Plasma, gefunden; F II 87 
%, P VII 81 %, F IX 83 %, F X 80 %. 

Beispiel 2 

1. Gewinnung der Prothrombin-Faktoren durch Adsorption 
an DEAE-Sephadex ©und Elution 

550 1 Citratplasma v/urden mit DEAE-Sephadex © A 50 
(0,6 g/1) versetzt, das in physiologischer Kochsalz- 
losung 5 mmol/l EDTA enthielt, und pH 6 aquilibriert 
worden v/ar. Die Suspension wurde zur Adsorption 60 
min bei 15 geruhrt. Nach Sedimentation des Adsor- 
bens v/urde der Uberstand abgehebert und das DEAE- 
Sephadex^^'mit den adsorbierten Faktoren mit 50 1 
physiologischer Kochsalzlosung, die 5 mmol/l EDTA 
enthielt, solange gev/aschen, bis es frei von verun- 
reinigenden Proteinen war. Dann wurde das Adsorbens 
mit 7 1 1 mol/1 NaCl, pH 8, enthaltend 5 mmol/l EDTA, 
geruhrt, das Adsorbens durch Zentrif ugation abge- 
trennt und verv.'orfen. 

2. Pasteurisierung 

Zu dem Oberstand wurden 0,2 E AT Ill/ml und 2 E/ml 
Heparin gegeben. Dann wurden 1 050 g festes Glycin 
zugesetzt und, nachdem sich dieses gelost hatte, 25,7 
g CaCl2 • 2H20 entsprechend einer Endkonzentration 
von 25 mmol/l. Nach Erreiqhen eines konstanten pH- 
Wertes von 7,2 wurde die Losung auf 30 bis 37°C er- 
hitzt und 10,5 kg Saccharose zugesetzt (Endkonzentra- 
tion etwa 60 g/lOO g Losung). Nachdem der pH-Wert - 
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dieser hochviskosen Losung noch einmal auf 7,2 einge- 
stellt wordcn war, wurde die Losung im Wasserbad 10 
Stunden auf 60**C erhitzt. 

5 3. Abtrennnng unerwunschter Proteine durch Fallung mit 
Airanoni umsulf at 

Die pasteurisierte Losung , etva 14 1, wurde auf Raum- 
temperatur abgekuhlt und zu 31,5 1 destilliertem 
10 Wasser gegeben, die 334 g CaCl2 • 2H20r entsprechend 

. einer Endkonzentration von 50 mmol/l, enthielten. 

In diese Losung der Prothrombin-Faktoren wurden bei 
pH 7,5 24,5 1 gesattigte Ammoniumsulf atlosung einge- 
15 bracht, die Fallung abzentrif ugiert und verworfen. 

4. Hochreinigung der Prothrombinfaktoren durch Adsorp- 
tion an Calciumpbosphat 

20 Der Oberstand^ die Prothrombinfaktoren enthaltend, 

wurde mit 700 g festem Ca3(P04)2 bei pH 7,6 versetzt 
und 20 bis 30 Minuten bei Ravimtemperatur geruhrt. 
Das Calciuinphosphat wurde durch Zentrif ugation ge- 
wonnen und dreinial mit 20 1 einer Losung von 0,5 

25 iaol/1 NaCl und 1 g/100 ml Glycin, pH 7,6 gewaschen. 

Die Elution der Prothrombinfaktoren vom Adsorbens er- 
folgte mit 750 ml eines Puffers, der 0,2 mol/1 Tri- 
natriumcitrat, 0,15 mol/1 NaCl, 1 g/100 ml Glycin, 
30 0,6 E/ral AT III und 28 E/ml Heparin enthielt (pH etwa 

7,5), und Ruhren (20 Minuten) bei Raumtemperatur . Das 
Eluat wurde durch Zentrifugation bei 3 000 g von gro- 
ben Partikeln befreit. 
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5. Konfektionierung 

Der Oberstand wurde mit 0,15 g/lGQ ml Aerosil ver- 
setzt und durch Dltrazentrifugation bei 30 000 g von 
Feststoffen befreit. zum klaren tJberstand wurden etvm 
0,6 g Humanalbumin auf 100 ml Plilssigkeit gegeben, 
auf pH 6,8 eingestellt und 3 Stunden gegen 50 1 phy- 
siologische Kochsalzlosung dialysiert. Die Losung auf 
etwa 60 E F IX, 60 E F II, 50 E F X und 25 E P VII 
eingestellt, cterilf iltriert, in 5 lal-Volnmen abge- 
fullt und lyophilisiert. 
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Patentanspruch e 

1. Verfahren zur Herstellung einer praktisch virusfreien 
und hepatitissicheren Praparation der Blutgerxnnungs- 
faktoren II, VII, IX und X durcb Erv;arinen einer diese 
Faktoren enthaltende v/assrige Fliissigkeit , gegebenen- 

5 falls in Gegenv/art einer Aminosaure und/oder eines 

Saccharids oder Zuckeralkohols, dadurch gekennzeich- 
net, daB in Gegenwart von Calciur.iionen und einem 
Chelat-Bildner und gegebenenf alls von Antithrombin 
III und/oder Heparin erwarmt wird. 

10 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB die Konzentration von Calciuiaionen 1 - 50 xxmol/l, 
vorzugsvjeise 25 - 50 mmol/lr ist» 

15 3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

daB der Chelat-Bildncr eine aliphatische Aza-tri-oder 
-tetra-Carbonsaure mit 6 bis 20 Kohlenstof f atomen und 
1 Oder 2 Stickstof f atoraen oder ihr loslicfees Alkali- 
salz ist. 

20 

4, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Konzentration des Chelat-Bildners 1 bis 20, 
vorzugsweise 5 mraol/l ist. 

25 5, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB in Gegenwart von 0,2-2 E/ml Antithrombin III, 
2-20 USP-E/ml Heparin, 25 - 50 inmol/1 Calciumionen, 
1-20 mmol/l EDTA, 1-3 aicl/1 mindestens einer der 
Aminosauren Glycin, alpha-oder beta-Alanin^ Lysin, 

30 Leucin, Valin, Asparagin, Serin, Hydroxyprolin, Pro- 

lin, Glutamin, alpha-, beta-oder gciinma-?kminobutter- 
saure, vorzugsv?Gise Glycin, und 20 bis 60 g/100 g 
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Losung eines Kono-oder Oligosaccharids oder Zucker- 
alkohols, vorzugsv/eise 1 bis 3 moi/l Glycin und 20 
bis 60 g/100 g Losung Saccharose, auf eine Temperatnr 
zwischen SO'C und lOO^C, vorzugsv/eise 60°C bis lOO^C, 
1 Minute bis 48 Stunden, vcrzugsv/eise 8-12 Stunden, 
erwarmt wird. 

Verfcihren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dafi die wassrige Fliissigkeit Citratplasma oder eine 
Plasma- oder Placenta-Praktion ist. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die wassrige riiissigkeit ein Konzentrat dar Fak- 
toren II, VII, IX und X ist. 



